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RESUMEN 


El cambio climático trae consigo problemas como el calentamiento y la acidificación 
de los océanos que pueden producir efectos significativos sobre los organismos y ecosistemas 
marinos. El objetivo del presente trabajo es conocer cómo afecta la combinación de estos dos 
estresores a la fertilización y el desarrollo embrionario temprano del erizo de mar Paracen- 
trotus lividus. Se realizó un experimento donde se manipularon simultáneamente el pH y la 
temperatura del agua de mar. Para ello, las variables estudiadas fueron la tasa de fecundación 
y la tasa de division celular en tres tiempos diferentes después de la inseminación. Los resul- 
tados obtenidos muestran una cierta tolerancia de la especie a los futuros escenarios de cam- 
bio climático. Sin embargo, estudios previos han encontrado efectos más severos en etapas 
más avanzadas del desarrollo embrionario. Por ello es necesario seguir realizando investiga- 
ciones, valorando los efectos combinados de los estresores, en otras fases del ciclo de vida de 
la especie objeto de estudio. 

Palabras claves: acidificación de los océanos, calentamiento global, desarrollo em- 
brionario, erizo de mar, Paracentrotus lividus. 


ABSTRACT 


Climate change creates problems since global warming and ocean acidification can 
produce significant effects on marine organisms and ocean ecosystems. The aim of this study 
was to determine how the combination of these two stressors affects fertilization and early em- 
bryonic development of the sea urchin Paracentrotus lividus. An experiment with a simulta- 
neous manipulation of the pH and temperature was carried out. In order to do this, the studied 
variables were fertilization and cell division rates at three different times after insemination. 
Results showed some tolerance of the species to future climate change scenarios. However, 
previous studies have found more severe effects at later stages of early embryonic develop- 
ment. In this sense, further research assessing the combined effects of stressors in other life 


cycles phases is needed. 
Keywords: ocean acidification, global warming, embryonic development, sea urchin, 


Paracentrotus lividus. 
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1. INTRODUCCION 


Con la llegada de la Revolución Industrial las emisiones de CO, a la atmosfera han au- 
mentado en torno a un 80% (IPCC, 2013) principalmente debido al uso de combustibles fó- 
siles. Esto, junto con el aumento de otros gases contaminantes, ha provocado un proceso de 
cambio global en las condiciones medioambientales que es lo que denominamos el cambio cli- 
mático. Entre los principales problemas derivados de los procesos de cambio climático en el 
medio marino destacan, por sus efectos en la fisiología y distribución de los organismos ma- 
rinos, el calentamiento y la acidificación de los océanos. 

El calentamiento global no sólo provoca el deshielo de los casquetes polares y en con- 
secuencia el aumento del nivel del mar, sino además un progresivo aumento de la tempera- 
tura de los océanos. El océano ha absorbido más de un 80% del calor incorporado al sistema 
climático y, en consecuencia, la temperatura media del mar ha aumentado unos 0,6°C en los 
últimos 100 años (IPCC, 2013). Se espera que para el año 2100 la temperatura superficial del 
mar (SST) se incremente de 0,3 a 4,8°C (IPCC, 2013). 

El proceso de acidificación de los océanos consiste en una progresiva disminución del 
pH del agua de mar por la absorción del CO, antropogénico liberado a la atmosfera. La incor- 
poración de este carbono ha provocado que el pH disminuya 0,1 unidades en las últimas déca- 
das (IPCC, 2013) y se espera una mayor reducción del pH en el futuro. Las predicciones apuntan 
hacia una disminución del pH de la superficie del mar de 0,4 unidades para el año 2100 (IPCC, 
2013) y de 0,7 unidades para el 2300 (CALDEIRA & WICKET, 2003; ORR et al. 2005). 

La acidificación de los océanos afecta sobre todo a los invertebrados que poseen es- 
tructuras calcáreas (conchas, esqueletos, espiculas, etc). Esto es debido a que cuando el CO, 
se disuelve en el mar reduce el pH y se forman ácidos que liberan átomos de hidrógeno, que 
luego se combinan con moléculas de carbono originando bicarbonato (HCO;), disminuyendo 
de este modo la formación de minerales de CaCO, (DONEY ef al. 2009) necesarios para la 
formación de los caparazones y esqueletos de los organismos calcificantes (RIES, 2011). 

Los efectos directos del calentamiento y la acidificación del mar en los organismos 
marinos son cada vez más conocidos (KROEKER er al. 2010; BYRNE et al. 2011), pero la 
información sobre los efectos combinados de estos dos estresores climáticos es mucho más 
escasa. Los estudios que valoran los efectos de la interacción del aumento de la temperatura 
y la disminución del pH del mar son mucho más realistas, ya que en el medio los organismos 
marinos se enfrentan a la presión combinada del calentamiento y la acidificación de los océ- 
anos (DONEY et al. 2012). Estos factores determinan en gran medida la distribución, la fi- 
siología, la morfología y el comportamiento de los organismos (DONEY et al. 2009). 

En los invertebrados marinos, las primeras etapas de desarrollo (fertilización, embrio- 
génesis y desarrollo larvario) son las más sensibles al estrés ambiental que los estados poste- 
riores del ciclo de vida (DUPONT £ THRORNDYKE, 2009). En el caso concreto de los 
equinodermos, se trata de especies con estructuras calcáreas que son utilizadas ampliamente 
como modelos para estudiar los efectos del cambio climático sobre los procesos fisiológicos 
tales como la respiración, la alimentación, fertilización y el desarrollo larvario (KURIHARA 
& SHIRAYAMA, 2004; DUPONT £ THRORNDYKE, 2008). Además, en concreto los eri- 
zos de mar son herbívoros clave en muchos ecosistemas costeros, esenciales para el mante- 
nimiento de la estructura y funcionalidad de los ecosistemas bentónicos, por lo que su estudio 
tiene implicaciones que van desde los procesos fisiológicos que ocurren en el organismo a 
cambios a nivel de ecosistema (PAINE, 1966; HARROLD 8: PEARSE, 1987; LEBLANC er 
al, 2005; HERNANDEZ ef al. 2008). 
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Como la mayoría de los invertebrados marinos, los erizos de mar liberan sus game- 
tos a la columna de agua donde se produce la fecundación. Cuando las condiciones fisico- 
químicas del agua de mar cambian, sus gametos se ven expuestos a una variedad de factores 
estresantes, tanto naturales como antropogénicos, que pueden comprometer las primeras eta- 
pas de desarrollo, por ejemplo limitando la capacidad de generar estructuras calcárcas (KU- 
RIHARA & SHIRAYAMA, 2004; MELZNER et al. 2009). Estudios previos han mostrado 
efectos positivos del calentamiento en la fecundación (HAGSTROM & HAGSTROM, 1959; 
MITA et al. 1984), así como efectos negativos en el desarrollo larvario (BYRNE et al. 2011). 
Los efectos adversos de la acidificación sobre la fertilización y el desarrollo temprano tam- 
bién se han demostrado en ciertas especies de equinoideos (KURIHARA & SHIRAYAMA, 
2004; DUPONT et al., 2008; HAVENHAND er al., 2008; CLARK et al., 2009; MARTIN 
et al., 2011; MOULIN et al., 2011), con la excepción de un estudio que no encontró efecto 
del pH sobre la fertilización de erizo de mar, concretamente en la especie Heliocidaris eryth- 
rogramma (Valenciennes, 1846) (BYRNE et al. 2009). En el caso de la especie Paracen- 
trotus lividus (Lamarck, 1819), se han demostrado efectos antagonistas sobre la fertilización 
y el desarrollo temprano producidos por el calentamiento del agua, que tienden a acelerar 
estos procesos, y la acidificación, que retrasa el desarrollo temprano (COHEN et a/., 2013). 
Sin embargo, son aún pocos los estudios que han evaluado los efectos combinados de la 
temperatura y el pH del mar aunque muy necesarios dadas las interacciones que otros auto- 
res han encontrado (BYRNE et al. 2009; SHEPPARD-BRENNAND et al. 2010; BYRNE 
et al. 2010 a & b). 

En el presente trabajo, se estudió el efecto de las variables de cambio climático (tem- 
peratura y pH) en el desarrollo temprano del erizo de mar Paracentrotus lividus. Esta especie 
de apetencias templadas se distribuye por toda la costa Mediterránea y el este del Océano 
Atlántico Norte (desde Marruecos a Escocia), incluyendo a las islas Canarias. Se suele en- 
contrar en hábitats rocosos, tanto en zonas del intermareal como del submareal somero (BOU- 
DOURESQUE € VERLAQUE, 2001). En Canarias esta especie encuentra su límite 
meridional donde la temperatura superficial del mar (SST) oscila entre 19-25 °C (HER- 
NANDEZ et al. 2009) contrastando con los 13-28 °C del Mediterráneo oriental (NYKJAER, 
2009), lo que sugiere que esta población podría ser más susceptible a los procesos de cambio 
climático (COHEN et al. 2013). El objetivo concreto planteado para este trabajo fue conocer 
el efecto combinado de los aumentos previstos en la temperatura y en la acidificación del mar 
en la fecundación y desarrollo temprano de las poblaciones de P. lividus de las islas Canarias. 


2. MATERIALES Y MÉTODOS. 


2.1. Condiciones del laboratorio y parámetros del agna de mar 

Se manipuló la temperatura y el pH del agua de mar, para utilizar ambos parámetros como 
factores estresores combinados en experimentos manipulativos en el laboratorio. Para la re- 
alización del experimento sc utilizaron cuatro tanques que se llenaron de agua de mar fil- 
trada mediante un sistema de recirculación de agua provisto de filtros de carbono activo 
(DRYDEN AQUA); filtros de poliamida de 50 um, 10 um y | ym (UNICEL); así como un 
sistema de purificación por luz ultravioleta (UV-C AQUAEL, 11W) (Fig. 14). En cada tan- 
que, la temperatura se controló mediante unos termostatos (EHEIM AQUATICS, 50 W) de 
forma que un tanque se mantuvo a 19 °C (temperatura típica de Primavera en las islas Cana- 
rias), otro a 21 °C (temperatura máximas registradas excepcionalmente en Primavera en las 
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Figura 1.- A. Tanque que contiene los recipientes experimentales con agua de mar filtrada mediante un 
sistema de recirculación de agua provisto de filtros. B. Sistema de computación y válvula solenoide 
(AquaMedic) para el control del CO,,. 


Figura 2.- A. Desove de las hembras en un bote de 100 ml. B. Tubos eppendorf con esperma en hielo. 


Figura 3.- Imagen de los diferentes estadios de división celular observados al microscopio óptico: NF 
(no fertilizado), F (con membrana de fertilización), 2C (con 2 células), 4C (con 4 células) y +4C (con 
más de 4 células). 
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islas), otro a 23 °C (temperatura estimada para el ano 2050; IPCC, 2013) y un tanque a 25 °C 
(valor estimado para el 2100; IPCC, 2013). El pH del agua de mar se controló mediante un 
sistema de computación y válvula solenoide (AquaMedic) que burbujea CO, directamente en 
el agua con una resolución de +0,01 unidades (Fig. 1B). Se ajustó el pH y se mantuvo con- 
trolado con un sensor y un ordenador de pH, de tal manera que sc establecieron tres trata- 
mientos diferentes: 8,1 (considerado como control, es el pH al que se encuentra el agua de mar 
de las islas Canarias), 7,7 (pH estimado para el año 2100; IPCC, 2013) y 7,4 (valor estimado 
para el año 2300; IPCC, 2013) (Fig.1A). Para verificar el mantenimiento correcto de las va- 
riables experimentales, se realizó un seguimiento diario de la temperatura y el pH del agua de 
mar en los experimentos mediante un sensor de temperatura y pH (Metrohm mobile meter). 
La salinidad se controló mediante un conductimetro de mano (COND 31 Si) 


2.2. Recolección de especimenes v bioensayos 

La especie objeto de este estudio fue el erizo de mar Paracentrotus lividus. Los individuos se 
recolectaron en noviembre de 2013 en las Galletas, en la isla de Tenerife (Coordenadas: La- 
titud 28° 16° 07” N, Longitud 16° 36’ 20” W). Para controlar cualquier variabilidad espacial 
se escogieron de manera aleatoria 5 hembras y 4 machos (EVAN & MARSHALL, 2005) a los 
que se le administró una inyección de 2 ml de KCI en la cavidad perivisceral para inducir el 
desove. Las hembras desovaron en un bote de 100 ml (Fig. 2A), mientras que a los machos 
se les extrajo el esperma mediante una pipeta. El esperma se introdujo en un tubo eppendorf 
y se mantuvo en hielo hasta su utilización (Fig. 2B). 

Los huevos y el esperma se mezclaron para la fertilización en botes de 100 ml en can- 
tidades de 1:1500 (huevo:esperma) en las condiciones de pH experimentales y se colocaron 
en los tanques con las condiciones de temperatura deseadas. Por cada pH y temperatura se uti- 
lizaron nueve réplicas que se mantuvieron por un tiempo determinado después de producida 
la inseminación: 15 min, 105 min y 210 min. De esta forma pudimos observar el desarrollo 
embrionario de la especie y sus diferentes estadios. Así, se obtuvieron tres réplicas por cada 
combinación de factores, temperatura, pH y tiempo tras la inseminación. Después de que las 
réplicas se sometieran a las condiciones experimentales durante el tiempo establecido, se paró 
el desarrollo larvario usando formaldehído al 4%, 1 ml por cada vaso de 100 ml. 

Para evaluar la tasa de desarrollo embrionario se estimó el número de huevos en los di- 
ferentes estadios de división celular: no fertilizados, células con membrana de fertilización, 
embriones con 2 células, con 4 células y con más de 4 células (Fig. 3). Para ello, de cada ré- 
plica se sacaron 3 alícuotas de 0,2 ml para su observación y cuantificación al microscopio. 


2.3. Análisis de los datos 
Con los datos obtenidos se realizó un análisis multivariante de la varianza por permutaciones 


(PERMANOVA) (ANDERSON, 2001), para evaluar los efectos combinados de la tempera- 
tura del agua de mar y el pH sobre la tasa de desarrollo embrionario y división celular de Pa- 
racentrotus lividus. Se utilizó un diseño de 3 vías con los factores fijos “Temperatura” (4 
niveles de variación), “pH” (3 niveles de variación) y “tiempo post-nmseminación” (3 niveles 
de variación). Se utilizaron las distancias euclídeas de las 5 variables estudiadas para valorar 
el desarrollo embrionario del erizo: huevos no fecundados, huevos con membrana de fertili- 
zación, embriones de 2 células, de 4 células y de más de 4 células. Los términos significati- 
vos del modelo se analizaron con comparaciones a posteriori dos a dos ejecutadas por 
permutaciones (ANDERSON, 2001). Cuando no se obtuvieron suficientes permutaciones 
para una prueba válida, los p-valores se corrigieron con el método de Monte Carlo. Final- 
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mente. se realizó un análisis de ordenación de eoordenadas prineipales (PCO) para identifi- 
ear las difereneias y similitudes de las muestras. 

Todos los análisis se llevaron a eabo con el paquete estadístico PRIMER 6 & PER- 
MANOVA + v. 1.0.1. 


3. RESULTADOS. 


Según el análisis PERMANOVA de las 5 variables de desarrollo embrionario de Pa- 
racentrotus lividus estudiadas (proporción de huevos no fecundados, huevos eon membrana 
de fertilización. embriones de 2 células, de 4 eélulas y de más de 4 células) la interaceión de 
factores, “Temperatura x pH x Tiempo” fue significativa (Tabla 1). Este resultado demuestra 
que la tasa de huevos en diferentes etapas de desarrollo varía de una manera distinta según la 
combinación de los diferentes tratamientos de Temperatura, pH y Tiempo analizados. Por lo 
tanto, fue necesaria la realización de eomparaeiones a posteriori por pares para determinar las 
diferencias entre niveles de cada uno de estos faetores. Así, se encontraron diferencias en el 
desarrollo embrionario de la espeeie entre las temperaturas, sobre todo a los 105 min de la fer- 
tilización donde aparecieron diferencias en todos los niveles de pH estudiados, y en menor me- 
dida, a los 210 min post-inseminación (Tabla 2). Por otro lado, se encontraron diferencias 
entre los niveles de pH considerados sobre todo a temperaturas bajas (19 °C y 21 °C) y en las 
etapas más avanzadas de desarrollo embrionario (105 min y 210 min) (Tabla 3). 

Mediante el análisis de ordenaeión de PCO obscrvamos los resultados de una manera 
más global (Fig. 4). La ordenación de las muestras pone de manifiesto patrones de variación 
claros de las muestras según el tiempo transcurrido tras la inseminación. Además se observa, 
que a los 15 min post-inseminaeion, las muestras sometidas a pH bajo (7,4), presentan un mayor 
número de huevos sin fecundar. A los 105 min de la fertilización en la ordenación se apreeia 
una diferencia entre las muestras mantenidas a 19 °C y el resto, especialmente a pH bajo, exis- 
tiendo un mayor número de huevos fecundados que muestran membrana de fertilización, que 
de huevos con 2 células; por lo tanto, en estas condiciones experimentales de baja temperatura 
y pH ácido el desarrollo embrionario sc ralentizó. En el grupo de los 210 min observamos di- 
ferencias más claras en el desarrollo embrionario de las muestras según las temperaturas ex- 
perimentalcs; las muestras sometidas a la temperatura más bajas (19 °C) y el pH mas bajo (7,4) 
presentaron una mayor proporeión de huevos en estadios menos desarrollados (huevos eon 2 
células) que el resto, mientras que con las temperaturas más altas (23 °C y 25 °C) se encontró 
un mayor número de huevos en etapas más avanzadas de desarrollo embrionario (huevos de 
más de 4 células). En general, cuanto más bajo fue el pH mayor fue la proporción de huevos 
sin fecundar a los 15 min del desarrollo embrionario y mayor la proporción de huevos con 
membrana de fertilización sin eseisión a los 105 y a los 210 min. Sin embargo, las altas tem- 
peraturas provocaron un aumento de la proporeión de huevos en etapas más avanzadas del des- 
arrollo embrionario (uno, dos o más divisiones), eontrarrestando así el efeeto del pH. 


4. DISCUSIÓN 


Este estudio demuestra la capacidad de Paracentrotus lividus para soportar los efeetos 
combinados de la disminueion de los niveles de pH y el aumento de las temperatura en el agua 
de mar causados por los procesos del eambio climática que se esperan para un futuro próximo. 
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peratura y pH del agua de mar sobre tasa de escisión de Paracentrotus lividus a 15, 105 y 210 minutos 
después de la inseminación. 


El desarrollo embrionario de la especie mostró tolerancia al aumento de la temperatura 
y disminución del pH del agua de mar, produciéndose los procesos de fertilización y división 
celular temprana en todas las combinaciones de pH y temperatura estudiadas. Sin embargo, 
se registró un retraso en el desarrollo embrionario en las condiciones de menor pH con tem- 
peraturas óptimas para la especie de 19-21 °C, en concordancia con estudios anteriores (MOU- 
LIN et al. 2010; COHEN et al. 2013), mientras que otros sólo lo han registrado a niveles de 
pH extremadamente bajos (7,0) (MARTIN et al. 2011). Este efecto negativo del pH sobre el 
desarrollo embrionario temprano de P lividus mejoró con el aumento de las temperaturas, lle- 
gando incluso a desaparecer con las temperaturas más altas (23 y 25%C) apareciendo una 
mayor proporción de huevos en estadios avanzados. 

Trabajos previos han obtenido resultados variables en los estudios del efecto del ca- 
lentamiento y la acidificación del agua de mar sobre P. lividus. En cuanto a los efectos del 
pH del agua de mar, MOULIN et al. (2010) observó una reducción cn la fecundación, asi 
como una mayor sensibilidad en el desarrollo temprano de esta especic a rangos de pH < 7,6. 
COHEN et al. (2013) obtuvieron resultados incluso más negativos del efecto de la acidifica- 
ción del agua de mar, manifestándose en un retraso significativo en la fecundación pero sin 
llegar a observarse problemas en la viabilidad de los gamctos. Al contrario, en los resultados 
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de MARTIN et al. (2011) no se observaron efectos significativos sobre la fecundación de E 
lividus en condiciones de pH superiores a 7,0, los autores sólo observaron un ligero retraso 
en el desarrollo, lo que puede deberse a las condiciones experimentales con temperaturas re- 
lativamente más altas que en el resto de estudios (20 °C) (COHEN ef al. 2013). Conside- 
rando el efecto del aumento de la temperatura sobre P lividus, se ha demostrado previamente 
una aceleración en la fecundación y una mejora en el desarrollo temprano de la especie 
(COHEN ef al. 2013). 

La novedad del presente estudio radica en la combinación de los efectos del calenta- 
miento y la acidificación del agua de mar, considerados ambos factores estresores de forma 
conjunta. En nuestros resultados, se observó claramente un retraso de la fertilización y de las 
primeras etapas de desarrollo embrionario de P. lividus, provocado por la disminución del 
pH, más concretamente por el pH 7,4, valor pronosticado para el año 2300 si las condiciones 
de cambio climático se mantienen (IPCC, 2013). Sin embargo, este efecto se vio amortiguado 
por el aumento de las temperaturas del agua, sobre todo por las temperaturas más altas (23 y 
25 °C). Por lo tanto, estos resultados resaltan el efecto conjunto de ambas variables ambien- 
tales en la viabilidad de las especies marinas y la necesidad de la consideración de ambos pa- 
rámetros de forma conjunta en futuros diseños experimentales encaminados a valorar las 
consecuencias del cambio climático. 

La fecundación externa es una de las principales etapas que determinan el número de 
individuos que llegaran a estadio adulto, por tanto, es una etapa crucial para el mantenimiento 
de las poblaciones de equinoideos donde influyen multitud de factores ambientales que de- 
terminan la selección natural de las distintas especies. Cuando aumenta la temperatura del 
mar se produce un aumento de la motilidad de los espermatozoides debido a una disminución 
de la viscosidad del agua (HAGSTROM & HAGSTROM, 1959; BYRNE ef al. 2009; COHEN 
et al. 2013), esto puede favorecer la fertilización y explicar una aceleración del desarrollo 
embrionario del erizo. Por otra parte, el hecho de que la disminución del pH solo tenga efec- 
tos destacados a niveles de pH 7,4 puede ser por la propia tolerancia de los espermatozoides 
a niveles de pH bajo. Se sabe que un pH bajo del agua de mar disminuye el pH interno de los 
espermatozoides, favoreciendo la motilidad de cstos (CHRISTEN ef al. 1986). Al contrario, 
en el desarrollo temprano, una vez que se ha producido la fecundación, se produce el embrión 
un aumento del pH intracelular que favorece la síntesis de proteínas, la replicación del DNA, 
y los movimientos citoplasmáticos del material morfogenético. Cambios de los niveles de pH 
extracelular puede afectar al pH intracelular, que puede explicar el retraso observado en las 
primeras etapas de desarrollo a temperaturas bajas (19 y 21 °C) (CIAPA & PHILIPPE, 2013). 

Este estudio demuestra que el erizo de mar P. lividus es una especie tolerante a los fu- 
turos escenarios de cambio climáticos predichos por el IPCC (2013). Sin embargo, única- 
mente se ha analizado el desarrollo embrionario temprano, por lo que los efectos encontrados 
en etapas más avanzadas como los estadios larvarios pueden ser más severos para su super- 
vivencia (MOULIN etal. 2010; MARTIN ef al. 2011; COHEN et al. 2013). Asimismo, el au- 
mento de las temperaturas y la disminución de pH del agua de mar, no son los únicos factores 
de estrés que pueden afectar a los organismos marinos, existen otras condiciones ambienta- 
les como la variación de la salinidad del mar, o la aparición de especies invasoras, que actúan 
en sinergia con los procesos de cambio climático. 

Para bien o para mal, el calentamiento y la acidificación de los océanos provocados por 
el cambio climático, afectarán a los organismos marinos produciendo un desequilibrio en los 
ecosistemas, ya sea por la proliferación de una especie o la reducción de otras. Es necesario 
seguir realizando investigaciones de los efectos del cambio climático sobre los organismos que 
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componen el medio marino de una manera conjunta, analizando el efecto combinado de los 
estresores de cambio climatico y estudiando los cambios futuros que pueden aparecer en las 
relaciones entre organismos, el propio medio e incluso con el ser humano. 
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Tabla 1.- Resultados del análisis PERMANOVA de 3 vías de la tasa de escisión de Paracentrotus livi- 
dus, incluyendo las cinco variables estudiadas (huevos no fecundados, células con membrana de ferti- 
lización, embriones con 2 células, con 4 células y con más de 4 células), T: temperatura, pH, Ti: tiempo 
después de la inseminación. 


lass 50526 50.975 

529-2 764,61 7,7142 
3,20E+05 IRGCEs-05 lots. 

2598,9 433,15 4,37 


42144 7024,1 70,866 
3842,5 960,63 NGING 
5254,2 437,85 4,4174 
28546 GO E 

4,19E+05 
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Tabla 2.- Resultados de los análisis a posteriori dos a dos que examinan la interacción signi- 
ficativa de los factores de “Temperatura x pH x tiempo después de la inseminacion” por pares 
de los niveles del factor Temperatura, obtenidos en el análisis PERMANOVA de la tasa de es- 


cisión de Paracentrotus lividus. 


NN 15 min 105 min 210 min 
t p(perm) t p(perm) t p(perm) 


IOC ya ZIC 1,8624 0,064 SG 0,001 4,0683 0,001 
IOC ys 23°C 052938 0,697 35/052 0,001 5,314 0,001 
ION 25°C 7855 0,008 BSI 0,001 4,8275 0,001 
ZIRC yg 2C 2 OTi 0,004 7,5814 0,001 0,14516 0,024 
O 3,4991 0,002 8,4137 0,001 e212 0,062 
23° Cys 2520 2,4235 0,065 14,122 0,001 2.2397 


IDC ys ZIC 1,146 0,272 4,0544 0,001 4,6294 0,001 
CAS 0,61659 0,605 GS 0,001 6,5648 0,001 
IOC ve 25°C 1,42 0,137 SOS 0,001 5,8566 0,001 
ZSC vs 23C P275 0,21 4,6634 0,001 AN Meee 0,033 
AS 23C 3,8043 0,001 8,4711 0,001 1,699 OSI 
23C ys 23C 4,1437 0,001 IO TTZ 0,001 0,70083 0,087 


Cs Ate 0,59186 0,678 7,1415 0,001 8.6771 0,001 
IPC ys 23°C 3672 0,119 8,5276 0,001 135759 0,001 
IOC ys 25°C 1,5149 Ones LIZ 0,001 9,8558 0.001 
Ze yg 23C 1,4279 0,162 3,429 0,001 6,0218 0,001 
Zee ys 25°C 1,8034 0,049 6,0668 0.001 2202 0.005 


2I C ya 23C 1,1818 9,7487 


Tabla 3.- Resultados de los análisis a posteriori dos a dos que examinan la interacción significativa de 
los factores de “Temperatura x pH x Tiempo después de la inseminación” por pares de los niveles de fac- 
tor pH, obtenidos en el análisis PERMANOVA de la tasa de escisión de Paracentrotus lividus. 


LS mawn ` 105 min 210 min 


t P(perm) t P(perm) t P(perm) 


0.63547 0.004 1,8107 0,046 
8 vs 7,4 1,7401 0,001 4,8356 0,001 
7,7 vs 7,4 0,98877 0,008 227 0,009 


8 vs 7,7 Sao 
8 vs 7,4 4.4161 
7,7 vs 7,4 1,8484 


S VS 7-7 0,88221 19783 0,47313 
8 vs 7,4 1,8056 222917 079162 
7,7 vs 7,4 1,8901 Sous IS 


8 vs 7,7 I 2173 0,117 0,40012 0,756 
8 vs 7,4 33505 0,001 15325 0,138 
7,17 vs 7,4 Sekt | 0,004 1.358 0,186 


VOZ 


